Reprogramming of H3K4 Histone Methylation in the Process of Required Radioresistant Lung Cancer Cells by 朱凌玉
  
学校编码：10384                           分类号      密级        
学号: 24520141153486                       UDC        
 
 
硕  士  学  位  论  文 
                                           
肺癌细胞获得辐射抗性的H3K4组蛋白甲基
化修饰规律 
Reprogramming of H3K4 Histone Methylation in the 
Process of Required Radioresistant Lung Cancer Cells 
 
朱凌玉 
 
指导教师姓名：金光辉  教授 
专  业 名 称：微生物学 
论文提交日期：2017 年 04 月 
论文答辩时间：2017 年 05 月 
学位授予日期：2017 年   月 
 
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           
2017 年 05 月 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文原创性声明 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                          ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（            ）实验室完成。（请在以上括号内填写课题
或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别
声明。） 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文著作权使用声明 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委
员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为
公开学位论文，均适用上述授权。） 
                             声明人（签名）： 
年   月   日 
 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
  I 
 
 
摘 要 
肺癌是当今导致人类癌症死亡的疾病之一，其发病率在男性中占第一位，在
女性中占据第二位。据统计，全球每年因肺癌死亡的人数已超过 100 万例，肺癌
因其病理特征主要分为非小细胞肺癌（non small cell lung cancer, NSCLC）和小
细胞肺癌（small cell lung cancer, SCLC）两大类，其中非小细胞型肺癌占 80~90%
左右。大部分 NSCLC 患者在诊断时往往已失去手术机会，主要采用以放射治疗
为主的综合治疗或单纯放疗，但是生存率极低，仅为 5％左右。决定肿瘤患者放
疗疗效的是癌细胞对电离辐射杀伤的敏感性，但是肿瘤细胞常因为存在的 DNA
损伤修复作用而抵抗电离辐射的杀伤能力，进而限制肿瘤放疗的应用。 
表观遗传学机制的主要标志是染色质共价修饰，作为整合细胞内外环境因素
与基因组遗传信息的桥梁，可以直接调控基因表达，决定细胞增殖、分化等重要
作用。组蛋白的甲基化、乙酰化和泛素化等修饰可以改变 DNA 的转录特性和染
色质的结构。组蛋白赖氨酸的甲基化主要由包含 SET（ Suppressor of variegation, 
Enhancer of Zeste, and Trithorax）结构域的甲基转移酶催化完成，与染色质结构
激活相关的有 H3K4、H3K36、H3K79 甲基化等，而与沉默区域相关的有 H3K9、
H3K27 甲基化等。有报道称 DNA 损伤修复蛋白 53BP1 在 DSB(double strands 
break)位点的招募需要组蛋白 H4 的乙酰化和 H4K20 的甲基化。有研究证实在裂
殖酵母中，依赖 Set2 的 H3K36 甲基化可以促进非同源末端连接，且依赖 Gcn5
的 H3K36 乙酰化可以促进同源重组修复。2010 年有文献报道了在酵母细胞中，
由 Set1p 催化的 H3K4me3 在 DNA 损伤修复中发挥着重要作用，且 Set1p 依赖于
RSC 复合物。H3K4me3，一种由 menin 和 MLL 调控的正性组蛋白修饰，它除了
调控一些基因启动子的活性以促进基因的转录以外，还可以改变染色质的构象，
使其变得更加疏松。那么这种组蛋白修饰机制及其甲基转移酶 TrxG 复合物是否
也会参与肺癌细胞电离辐射诱导的 DNA 损伤，进而参与肺癌细胞辐射抗性的产
生呢？本课题采用两株遗传背景不同的肺腺癌细胞 A549（K-Ras G12S 突变）和
H1299(P53 缺失)建立了辐射抗性模型。通过分子生物学手段分析发现，不同遗
传背景的肺癌细胞产生辐射抗性的表观遗传学机制不同，并且在 A549 细胞中，
H3K4me3 的甲基转移酶、TrxG (Trithorax group)复合物的成员 MLL 在辐射抗性
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产生后降低，证明 MLL 参与辐射抗性的产生，而且在转录起始位点处 H3K4me3
被激活。 
总之，我们本次的研究为肺癌细胞辐射抗性产生的表观遗传学机制提供了一
定的帮助。这将对临床上肺癌放疗增敏剂的研究提供新思路。 
关键词：肺癌 辐射抗性 H3K4me3 TrxG 复合物 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
  III 
 
 
Abstract 
Lung cancer is one of the diseases leading to the death of human cancer today, 
the incidence of men in the first place and women occupy the second place. 
According to statistics, the number of deaths due to lung cancer each year has more 
than 1 million cases. According to pathological and clinical features，Lung cancer can 
be divided into non-small cell lung cancer (NSCLC) and small cell lung cancer 
(SCLC) two categories. NSCLC accounted for 80 to 90%. Most patients with NSCLC 
often lose their chances of surgery, mainly using radiotherapy-based combined 
therapy or radiotherapy alone, but the survival rate is only about 5%. The effect of 
radiation therapy on cancer cells is the sensitivity of cancer cells to ionizing radiation, 
but tumor cells are often resistant to ionizing radiation because of the mechanism of 
DNA damage repair, and thus limit the application of radiotherapy. 
The main indicator of epigenetic network is the covalent modification of 
chromatin, which can directly regulate the expression of genes and determine the 
important role of cell proliferation and differentiation , and it can work as a bridge 
between the internal and external environmental factors and genome genetic 
information. Histone methylation, acetylation and ubiquitination and other 
modifications can alter the transcriptional properties of DNA and the structure of 
chromatin. Methylation of histone lysine is catalyzed primarily by methyltransferase 
comprising the SET (Suppressor of Variegation, Enhancer of Zeste, and Trithorax) 
domain. Usually H3K4, H3K36, H3K79 methyl groups associated with chromatin 
structural activation and H3K9, H3K27 methyl groups associated with the silence 
region. It has been reported that the recruitment of DNA damage repair protein 53BP1 
at the DSB site requires the acetylation of histone H4 and the methylation of H4K20. 
There are studies have shown that H2K36 methylation, which is dependent on Set2, 
can promote non-homologous terminal attachment (NHEJ) in fission yeast, and that 
H3K36 acetylation, which relies on Gcn5, promotes homologous recombination 
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repair (HR). In 2010, it has been reported tht H3K4me3 catalyzed by Set1p plays an 
important role in DNA DSB repair in yeast cells, and Set1p is dependent on RSC 
complexes. H3K4me3, a positive histone modification regulated by menin and MLL, 
which, in addition to regulating the activity of some gene promoters to promote gene 
transcription, can also alter the conformation of chromatin and make it more loose. So 
does this histone modification mechanism and its methyltransferase TrxG complex 
also participate in the radiation damage induced by ionizing radiation in lung cancer 
cells, and then participate in the radiation resistance of lung cancer cells. In this study, 
two radiation resistant models were established using two lung adenocarcinoma cells 
A549 (K-Ras G12S mutant) and H1299 (P53 null). By means of molecular biology 
analysis, it was found that the epigenetic mechanisms of radiation resistance of lung 
cancer cells with different genetic backgrounds were different, and in A549 cells, the 
methyl transferase of H3K4me3 and the MLL of TrxG complex were produced in 
radiation resistance And then decreased to demonstrate that MLL was involved in the 
production of radiation resistance and that H3K4me3 was activated at the 
transcription initiation site. 
Thus, this study provides a new idea for the epigenetic mechanisms of radiation 
resistance of lung cancer cells. This will provide a new molecular marker for the 
rational development of lung cancer radiotherapy program, and provide interesting 
ideas for the study of radiotherapy sensitizer in lung cancer. 
Key Words: lung cancer; radioresistance; H3K4me3; TrxG complex 
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  第一章 前 言 
1.1 肺癌简介 
肺癌是目前世界范围内发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一。据统计，2012
年，全球有 1.8 百万人被确诊为肺癌，且 1.6 百万人死于肺癌，占所有癌症患者
死亡的 19%。2015年，据统计在美国有 22,1200位患者被确诊为肺癌，且有 15,8040
位患者死于肺癌[1]。由图 1 可知，在发达地区男性的肺癌发生率比较不发达地区
的男性要高 50%，然而，较不发达地区肺癌患者占据所有肺癌患者中的 60%左
右，不过这也有可能较不发达地区人口众多的原因[2]。导致肺癌发生的原因有很
多，例如：吸烟，环境污染，家族病史遗传，慢性阻塞性肺病，传染性病原体接
触等等。其中，男性罹患肺癌的原因主要是吸烟，也包括空气污染、职业性粉尘
及化学物品接触等[3]。 女性患肺癌发生率仅次于乳腺癌，居第二位，但死亡率
居第一位。女性患肺癌的主要因素与男性大体一致，而在东亚地区，女性患肺癌
主要原因是厨房内烹饪所造成的油烟等空气污染 [4]。虽然目前认为吸烟是诱发
肺癌的主要原因，然而据统计，在美国，每年有大约 1.7-2.6 万的从不吸烟的人
死于肺癌[5]。且在亚洲支持吸烟并不是诱发肺癌的原因的数据越来越多。不吸烟
的肺癌患者发病原因主要包括：二手烟、厨房油烟、职业性粉尘及化学物品接触
等等，且绝大多数不吸烟肺癌患者病理学分型上属于肺腺癌[6-8]。由于肺癌一旦
诊断出时，大约 57%已经是晚期，1-5 年的生存期分别为 26%和 4%[9]。这一疾
病严重威胁着人类的健康，因此积极寻找肺癌预防及治疗的方法成为肺癌患者最
大的福音。尽管肺癌在治疗方面取得了很大的进步，但是大多数患者的情况并不
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图 1 2012 年男女世界肺癌死亡率分布图[10] 
1.1.1肺癌组织病理分型 
肺癌是一种异质性疾病，依据临床和病理学可将其分为好几种亚型[11, 12]。所
有的肺癌均与吸烟有很大的联系，但是肺腺癌在从不吸烟肺癌患者中是最常见的
分型[13]。基于肺癌的主要组织分型、预后以及治疗的影响，肺癌主要分为两大
类型：小细胞肺癌（small cell lung cancer SCLC）占 13%，以及非小细胞肺癌（Non 
small cell lung cancer NSCLC）占 83%[14]。目前，非小细胞肺癌又分为腺癌
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（Adenocarcinoma ADC）、鳞细胞癌（Squamous cell carcinoma SqCC）以及大细
胞肺癌（Large cell lung cancer LCLC）[14, 12, 15]。下位于肺上皮部位[16]。它被认为
是一种恶性上皮性肿瘤，并伴有腺体的分化，该分化可以通过粘蛋白卡红染色以
及肺细胞标志物天冬氨酸蛋白酶 A 或者甲状腺转录因子 1 等来识别[17, 18]。一般
情况下，肺腺癌主要集中在肺部的周围[16, 18, 19]。 并且，肺腺癌有多种不同的组
织类型，经常与相似的肿瘤包括在鳞状细胞，腺泡，乳突状，微乳突状以及实体
瘤等混杂在一起，通常，鳞细胞癌预后良好，而微乳突状与实体瘤预后较差[11, 17]。  
实质肺腺癌通常也会与鳞细胞癌或者大细胞癌所混淆，因此，免疫组化检测天冬
氨酸蛋白酶 A 或者甲状腺转录因子 1 通常用来诊断分型[17]。 
鳞细胞癌占所有肺癌接近 20%，通常以中央型肺癌最常见，出现在肺叶或者
主支气管上[15]。WHO 将鳞细胞癌界定为一种恶性上皮细胞癌，免疫组化检测的
可见角质化或者细胞间连接[17]。尽管鳞细胞癌的标志是角质化，但是大多数鳞
细胞癌并没有表现出这种形态特征，同样，低分化的鳞细胞癌还可以表现出假腺
管的形态，而且低分化的腺癌也有这样的特征，使得组织镜检具有一定挑战性[11, 
17, 20]。不过，免疫组化检测鳞细胞癌的标志物 p40 或者 p63 和细胞角蛋白 5/6 为
其分型提供有力帮助。 
大细胞癌占据肺癌的 2.9%左右，它属于未分化的非小细胞肺癌，在组织学
与免疫学上区分于鳞细胞，腺细胞以及小细胞的分化。大细胞肺癌的诊断需要大
量的组织病理学分析排除了鳞细胞肺癌，肺腺癌或者小细胞肺癌之后才能被确定，
因此，在此之前，少量的组织活检或者细胞样品无法诊断。粘蛋白卡红染色且甲
状腺转录因子 1 和 p40 均为阴性。大细胞肺癌可以与表达甲状腺转录因子 1 和神
经内分泌标志物的神经内分泌大细胞以及甲状腺转录因子 1阳性的肺腺癌和 p40
阳性的鳞细胞肺癌互相区别开来[17]。  
1.1.2肺癌的分期 
肺癌的分期系统在患者的预后以及确立治疗方法上起很重要的作用。目前的
分期方法由国际肺癌研究联合会（IASLC）所提供，现今国际上通用的是第七次
修订的方案。详细分类见（表 1、2）。 
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表 1 第七次修订的非小细胞肺癌分期系统[21] 
 
 
 
表 2 第七次修订的非小细胞肺癌分期定义[21] 
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1.1.3肺癌发病的分子机制 
近几年，许多突变的分子在非小细胞肺癌中被鉴定出来，包括一些原癌基因
的激活或抑癌基因的失活或改变。这些基因有些可以作为新的预后标志物或者癌
症治疗的靶点[22]。目前，仍有更多的分子亟待我们发现其功能并证实。 
1.1.3.1 EGFR 
EGFR 基因位于 7 号染色体短臂 12 区[23]。该基因编码一种跨膜糖蛋白，属
于蛋白激酶超家族的成员[24]。调查表明，非小细胞肺癌以及其他上皮癌症患者
中， 有 40%-80%患者存在 EGFR 过表达。且在美国有 10%，东亚 35%的肺癌患
者中存在EGFR的突变[25-27]。这些突变多发生于编码EGFR蛋白激酶区域的18-21
位外显子上。EGFR 突变通常是杂合性的，通常突变的基因使得该基因拷贝增加
[28]。将近 90%这种突变发生在外显子 19 上，将 CTG 转变成 CCG，或者是外显
子 21 上 2573 位的核苷酸上，其结果是 858 位上的亮氨酸转变成精氨酸[29]。这
些突变使得 EGFR 的酶活性增加，致使其下游的生长信号通路超活化[30]。EGFR
的突变多见于女性从不吸烟腺癌患者中，这里的吸烟是指一生中吸烟量不到 100
支[25-27]。当然，该突变也常见于间断吸烟或者戒烟的其他病理特征的肿瘤患者。
EGFR 突变的肿瘤患者对于 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂（EGFR TKIs）很敏感，例
如吉非替尼，埃罗替尼和拉法替尼等。但许多患者用药后会再次复发产生耐药，
并且 60%伴随着 20 号外显子上的突变（T790M）MET 基因拷贝增加，PI3KCA
突变[23]。 
1.1.3.2 K-RAS 
K-RAS，一个原癌基因，位于12号染色体短臂12.1区。它编码的蛋白K-RAS，
参与调控细胞分裂[31]。K-RAS 是 ras/MAPK 信号通路里面的一个成员，它负责
将细胞外的信号传递到细胞核内[32]。K-RAS 突变在胰腺癌中占 60%-90%，结肠
癌中有 35%，浆液性卵巢癌中有 20%，甲状腺癌中有 15%。在肺腺癌中，K-RAS
的激活点突变经检测大致有 15%-25%左右。但在肺鳞癌里面不常见[33]。K-RAS
的突变对于促进致癌过程的发生至关重要[34] 。在癌细胞中，K-RAS 的突变较高
频率的发生在外显子 1 的 12 和 13 位密码子上，也有较少人报道在 61、63、117、
119以及 146位发生突变[35]。有趣的是，K-RAS突变的肿瘤患者通常属于不吸烟、
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以前吸烟或者间断吸烟的人[36]。并且，东亚地区的肺癌患者中这种突变也并不
常见[37, 38]。K-RAS 在其他癌症中也有高频率的突变发生，且在非小细胞肺癌中它
的突变预示着会耐受靶向治疗药物 EGFR TKIs[39, 40]。据分子检测分析：含有在
内含子 1，密码子 12、13 和 61 的 K-RAS 激活突变，无论是否有 EGFR 拷贝数的
增加，如果患者采用 EGFR TKIs 药物治疗，将会有 96%的几率使得患者病情加
重，即促进肿瘤的生长[41]。所以含有 K-RAS 突变的患者预示着其不适宜用 EGFR 
TKIs 药物埃罗替尼以及吉非替尼进行治疗[39, 42]。K-RAS 信号通路，即：K-RAS
与跨膜生长因子受体相结合将保外信号传递至胞内。K-RAS 蛋白以法尼基化形
式结合在细胞膜上，在激活和未激活状态之间来回转换进而调控下游的信号通路。
未激活时，K-RAS 与 GDP 相结合，鸟苷酸交换因子催化 GDP 转变成 GTP，然
后激活 K-RAS[43]。激活的 K-RAS 促进下游生长因子信号通路参与细胞增殖、生
存以及转移等。GTP 酶激活蛋白水解 GTP 为 GDP 致使信号终止。K-RAS 突变通
常与其它促肺癌分子 EGFR 突变以及 ALK 融合蛋白在促进癌症发生过程中相互
独立。且发现它与许多异常肿瘤抑制基因相共存。从癌症体细胞突变目录的数据
中得出；G12C 是最常见的突变（42%），其次是 G12V(21%)和 G12D（17%）[44]。
由于突变的 K-RAS 在胞外生长因子传递至胞内的下游信号网络中起至关重要的
作用，因此针对这些信号通路设计了许多抑制剂，其中包括 RAF、MEK、NFκB、
MET、FAK、PI3K、mTOR 以及热休克蛋白抑制剂，但是区别于 EGFR、BRAF
突变以及 ROS1、ALK 融合，K-RAS 突变涉及到一个庞大的信号通路网络，单一
一种抑制剂不能满足治疗，往往需要几种抑制剂的联合应用，但是这种做法往往
使得药物毒性过大，限制了药物的应用。 
1.1.4非小细胞肺癌临床治疗 
肺癌患者在进行临床治疗之前的分期是非常重要的，且通常被认为是患者预
后的一项重要指标。患者的分期一旦充分的确定下来之后，该患者的治疗方法便
可以大致确定下来。目前，依据患者组织病理分型以及分期有多种治疗方法，通
常分为手术切除，放疗，化疗，手术放化疗配合治疗等。随着科技的发展，除了
对之前的方法进行不断地改进使之更精准以外，现在更是有精准靶向治疗以及免
疫疗法等更多的治疗方法。 
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1.1.4.1手术切除 
单纯的手术切除一般只有Ⅰ期的患者采用，其余一般采用手术切除配合放化
疗进行治疗。非小细胞肺癌患者中Ⅰ期和Ⅱ期大约 30%左右[45]，单纯采用这种
治疗方法一般具有很大局限性。 
1.1.4.2化学疗法 
化学疗法简称放疗，一直以来是非小细胞肺癌治疗方法中的中流砥柱。早期
临床上使用的烷化剂以及长春花碱并没有在维持疗法中有延长病人生存期的作
用[46]，且其毒性非常大，尤其在平均年龄 70 岁左右的老年人中[47]。许多病人觉
得化疗本身带来的痛苦远大于疾病[48]。不过直到近 20 年内，化疗在临床上的优
点才逐渐清晰，得以广泛应用在非小细胞肺癌的治疗中。 
1.1.4.3放射治疗 
放射治疗，简称放疗，是治疗肿瘤的重要手段之一。放射治疗和手术治疗一
样，都是一种局部的治疗手段，只不过放射治疗是用射线通过人体正常组织后所
引起的生物效应达到治疗肿瘤的一种方法。电离辐射作用于生物体引起机体生物
活性分子的电离和激发是辐射生物效应的基础，组成生物体或细胞的主要分子为
核酸、蛋白质和酶等的生物大分子以及生物大分子环境中的大量水分子，其中，
水分子重量比例较大，约占生物组织的 60%-70%。一般来讲，电离辐射对生物
大分子的作用分为两种，一种是直接作用，另一种为间接作用。其中直接作用是
指由射线直接造成的生物大分子损伤效应，主要表现为其能量直接沉积在生物大
分子上，进而引起这些分子的电离和激发，从而导致机体的核酸和蛋白质等生物
大分子结构的改变和生物活性的丧失。而间接作用是指：在正常生活状态下，细
胞内的生物大分子存在于大量水分子的环境中，当电离辐射作用于生物大分子时，
会首先作用于环境中的水分子，它能够使水分子产生一系列辐射分解产物，然后
通过这些分解产物再作用于生物大分子，引起这些大分子的物理和化学变化。这
两种作用方式相比起来，间接作用对生物大分子损伤的发生更具有重大的意义。
这主要是因为正常机体的多数细胞含水量非常高的原因。但是由于射线的长期积
累作用，在肿瘤不断地缩小的同时，人体正常组织对射线也会产生不同程度的反
应，通常会给病人带来一定的痛苦，但使这种情况一般在治疗结束后大部分均能
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